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POLYPEPTIDE PRECURSEUR DE PHYTOSULFOKINE, GENE LE CODANT, CELLULE VEGETALE 
CONTENANT CE GENE ET PROCEDE POUR STIMULER LA PROLIFERATION DES CELLULES VEGETALES. 



L'invention concerne un polypeptide precurseur de 
I'agent stimulant la proliferation des cellules v£g6tales phy- 
tosulfokine (PSK) qui consiste (a) en un polypeptide ayant 
la sequence des acides amines 1 a 89 dans la sequence n\ 
1 de la liste de sequences ou (b) en un polypeptide ayant 
une sequence d'acides amines qui a plus de 40% d'homo- 
logie avec la sequence dudit polypeptide (a), un gene co- 
dant ce precurseur, une cellule vegetale contenant ce gene 
et un precede pour stimuler la proliferation d'une cellule ve- 
getale par incorporation dudit gene dans cette cellule. 
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Cette invention est en rapport avec une sequence decides amines d'un 
polypeptide precurseur de phytosulfokine. La phytosulfokine est un peptide dont 
on sait qu'elle stimule la proliferation des cellules vdgetales. Cette invention est 
en rapport aussi avec un g&ne qui code ce polypeptide pfecurseur. De plus, cette 
5 invention est en rapport avec un proc£de pour stimuler la proliferation des cellules 
vegetales par incorporation de ce gene dans une plante. 

Ces dernieres ann^es, du fait du developpement de Tetude des g£nes 
vegetaux, on a introduit differents gfenes Strangers dans des vegetaux. Une telle 
technique est disponible pour plusieurs espfcces v£getales et joue un r61e important 

10 dans le developpement industriel. Par exernple, une telle technique permet la 
production de nouvelles esp£ces vegetales avec une productivity amelioree de 
leurs metabolites secondaires. 

Pour la production d'une plante transgenique, il est n^cessaire de 
cultiver un petit nombre de cellules transformees, oil un certain gene exog£ne est 

15 incorpore, pour fegenerer un vegetal entier. Cependant, dans le cas d'une cellule 
vegetale ou un certain gbne exog£ne est incorpore, la proliferation d'une telle 
cellule est trfcs lente. Par consequent, la regeneration d'une plantule pour produire 
une plante transgenique peut etre difficile. Une cellule vegetale secrete dans le 
milieu extracellulaire des agents de stimulation inconnus pour stimuler la division 

20 cellulaire. Cependant, quand les cellules vegetales existent en concentration 
insuffisante, la proliferation des cellules vegetales devient difficile parce que la 
dufee necessaire pour que le facteur de stimulation parvienne & une concentration 
suffisante est trop longue, ou parce que la vitesse de degradation du facteur de 
stimulation est plus grande que sa vitesse de secretion. De plus, la culture 

25 cellulaire elle-m6me est difficile dans beaucoup d'espfeces vegetales, ou la vitesse 
de proliferation cellulaire est trfcs lente. Par consequent, le developpement d'une 
technique permettant de stimuler la proliferation des cellules vegetales a ete 
desire. 

Les demandeurs ont isole et purifie la phytosulfokine (PSK), a titre de 
30 facteur peptidique de stimulation des vegetaux evoque ci-dessus (Y. Matsubayashi 
et Y. Sakagami, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93, p. 7623, 1996). La PSK est Tun 
des facteurs de stimulation des vegetaux contenu dans ce que Ton appelle "le 
milieu conditionne: MC", un milieu utilise pour la culture cellulaire. On sait que la 
PSK est secretee dans le milieu extra-cellulaire et a une fonction de type autocrine. 
35 On sait aussi que les fesidus tyrosine de PSK sont sulfates par une modification 
post-traductionnelle. L'existence de deux types de PSK, a savoir PSK-a et PSK-p, 
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est reconnue et les sequences correspondantes sont decrites au-dessous. PSK-P est 
un produit de degradation enzymatique de PSK-a et I'activite de proliferation 
cellulaire observe dans PSK-P est inferieure au dixi&me de celle de PSK-a. 

5 PSK-a: Tyr(S0 3 H)-Ile-Tyr(S0 3 H)-Thr-Gln 

PSK-P: Tyr(S0 3 H)-Ile-Tyr(S0 3 H)-Thr 

L'existence d'un peptide v£g£tal physiologiquement actif dans lequel 
les r£sidus tyrosine sont sulfates etait inconnue jusqu'& la d£couverte de PSK. 

10 Mais chez les animaux on en connalt approximativement 30 types, y compris la 
cholecystokinine et la gastrine, qui pr^sentent une telle propri£te. Ce sont tous des 
peptides secretes dans le milieu extra-cellulaire qui sont biosynthetises sous forme 
de Ieurs prdcurseurs, sulfates et soumis a une maturation pendant Ieur passage 
dans Tappareil de Golgi. On suppose que l'excision de la sequence de PSK se 

15 produit dans la m6me maniere. La presence d'une certaine sequence signal est 
predite sur les peptides prdcurseurs dont les rdsidus tyrosine sont sulfates 
sp£cifiquement, car les peptides pr£curseurs sont secr£t£s dans la region extra- 
cellulaire. A propos du peptide PSK, l'existence d'un peptide pr£curseur est predite 
sur la base d'une telle connaissance. Par consequent, Ie gfene qui code le 

20 polypeptide prdcurseur de PSK du riz a ete isole et la sequence de bases du g£ne 
du pr£curseur a €x€ determin£e. Le gfene ainsi obtenu a 6x6 incorpore dans des 
cellules Oc de riz en culture, et l'effet du g£ne a 6t6 examine. La surexpression du 
gfene qui code le polypeptide pr£curseur de PSK augmentait la s^crdtion de PSK 
dans le milieu cultiv£ et favorisait la proliferation des cellules Oc du riz. La lignde 

25 cellulaire Oc du riz provient de la vari^te C5924 du riz (Oryza sativa L.). C'est 
une lign£e cellulaire pr£pond£rante du riz h proliferation rapide obtenue de la 
maniere suivante : des grains de riz (Oriza sativa L. C5924) sont sterilises avec 
une solution d'hypochlorite de sodium a 5% pendant 10 min et laves trois fois 
avec de Feau distiltee sterilis£e. Puis ils sont amends & germer dans des conditions 

30 aseptiques dans du milieu basal de Murashige et Skoog (MS). Au bout d'une 
semaine de germination, des explants radiculaires sont excises des plantules et 
cultivds sur du milieu MS gelosd (1%) contenant 1 mg/1 de 2,4-D et 0,1 mg/1 de 
kinetine. Les cultures de cals obtenues & partir des explants radiculaires sont sous- 
cultivdes tous les mois sur le milieu utilise pour Tinduction des cals. Les cellules 

35 ainsi obtenues sont appetees cellules Oc. Ces cellules sont ensuite sous-cultiv6es h 
25°C a I'obscurite a 120 tr/min dans du milieu MS additionne de 1 mg/I de 2,4-D 
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h intervalles r^guliers de 2 semaines. Les cellules Oc proliftrent rapidement dans 
les cultures en suspension. 

Le polypeptide precurseur de PSK (preprophytosulfokine) de cette 
invention est identify par une sequence d'acides amines appelee sequence n°. 1 
5 dans la liste de sequences annexee et le gene qui code la preprophytosulfokine est 
. identifie par une sequence de bases appelee sequence n°. 2 dans la liste de 
sequences annexee. 

En general, un acide amine est code par plusieurs codons d'ADN. Par 
consequent, plusieurs g&nes, diff^rents du gene natif de cette invention, peuvent 
10 coder des sequences d'acides amines identiques h celle de la preprophytosulfokine. 
Le g&ne de cette invention n'est pas limits au gfene natif seulement et inclut 
beaucoup d'autres sequences de bases qui codent la preprophytosulfokine. 

Le polypeptide precurseur de PSK de cette invention inclut un 
polypeptide qui a une sequence d'acides amines qui a au moins 40% d'homologie 
15 avec la sequence d'acides amines appelee sequence n°. I dans la liste de sequences 
annexee, dans la mesure ou il conserve les caracteristiques biochimiques de la 
preprophytosulfokine. De preference, le polypeptide precurseur de cette invention 
a plus de 50% d'homologie avec la sequence d'acides amines appelee sequence n°. 
1 dans la liste de sequences annexee. De preference encore, le polypeptide 
20 precurseur de cette invention a plus que 80% d'homologie avec la sequence 
d'acides amines appelee sequence n°. 1 dans la liste de sequences annexee. 

De plus, le gfene de cette invention inclut un gene qui code le 
polypeptide precurseur de PSK decrit ci-dessus et qui consiste en une sequence de 
bases qui s'hybride dans des conditions strictes ou stringentes avec la sequence de 
25 bases appelee sequence n°. 2 dans la liste de sequences annexee. 

La proliferation d'une cellule vegetale peut etre stimuiee par 
incorporation d'un gene qui code la preprophytosulfokine bien qu'une cellule 
vegetale ou un certain g£ne exogfene est incorpore ait tendance h voir sa vitesse de 
proliferation diminuer. Par consequent, la differenciation cellulaire et la 
30 regeneration d'une plantule peuvent etre accomplies par incorporation du g&ne qui 
code la preprophytosulfokine. De plus, une amelioration de la croissance d'une 
plante peut etre obtenue par incorporation du g£ne. Le g&ne selon cette invention 
peut £tre incorpore dans plusieurs plantes. Les plantes decrites dessous sont des 
plantes preferables pour P incorporation du g&ne. Ce sont des plantes 
35 monocotyledones comme le riz, le mats, Pasperge et le ble ou des plantes 
dicotyiedones comme l'arabidopsis, le tabac, la carotte, le soja, la tomate et la 
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pomme de terre. Les techniques communes connues peuvent etre adoptees pour 
produire un transformant. A titre d'exemple de vecteur disponible, on peut citer 
pAct-nos/Hmz. Un tel vecteur peut etre introduit dans Agrobacterium, par 
exemple, et un transformant peut etre produit par infection d'un cal ou d'une jeune 
5 plante. 

D'autres objets et avantages de 1'invention deviendront plus apparents 
a la lecture de la description detaillee qui suit et se reftre aux dessins annexes dans 
lesquels : 

La figure 1 montre la sequence de bases du g£ne OsPSK et la sequence 
10 d'acides aminds correspondante. 

La figure 2 montre la detection d'analogues de PSK qui existent dans 
un milieu conditionne de cellules Oc de riz transform^es, par chromatographic 
liquide-spectrometrie de masse (CL-SM). 

La figure 3 montre des cellules Oc du riz non transformees apres deux 
15 semaines de culture. 

La figure 4 montre des cellules Oc de riz ou le g£ne OsPSK est 
incorpore dans Torientation sens, aprSs deux semaines de culture. 

La figure 5 montre des cellules Oc de riz ou le g£ne OsPSK est 
incorpore dans Porientation antisens, apr&s deux semaines de culture. 
20 La figure 6 repr£sente un transfert de Western montrant la detection du 

g£ne OsPSK dans des cellules Oc du riz ou le gene est incorpor£ dans 1'orientation 
sens et dans 1'orientation antisens. 

La figure 7 repr^sente un transfert de Western montrant I'expression 
du gene OsPSK dans des cellules Oc du riz au bout de 3, 7, 10 et 14 jours. 
25 La figure 8 repr^sente un transfert de Western montrant I'expression 

du gbne OsPSK dans des cellules Oc du riz ou le gene est incorpord dans 
r orientation sens et dans 1'orientation antisens. 

La figure 9 repr^sente un transfert de Western montrant I'expression 
du g£ne OsPSK dans des plants de riz, examinee sur plusieurs parties d'un corps 
30 v<5gdtal. 

La figure 10 repr^sente un transfert de Western montrant le nombre de 
copies du gene OsPSK, examine aprfes traitement avec diverses enzymes de 
restriction. 

La figure 1 1 repr6sente un transfert de Western montrant la 
35 conservation du gene OsPSK examinee sur Arabidopsis thaliana* Asparagus 
officinalis, Daucus carota et Zinnia elegans. 
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Un criblage a 6tc ex£cut£ comme decrit au-dessous, sur une banque 
d'ADNc construite a partir de cellules Oc du riz avec des sondes constitutes par 
un melange d'oligonucleotides, pour tenir compte de la d£gendrescence du code 
g£netique, qui correspondent a la sequence d'acides amines de PSK. L'ARN poly 
5 (A)+ a 6t6 purifie avec une colonne d'oligo (dT) & partir de cellules Oc cultivtes 
pendant 10 jours. Une banque d'ADNc a ete construite avec le kit de synthase 
d'ADNc ZAP (Stratagene, La Jolla, CA). Quatre-vingt-seize types 
d'oligonucleotides 15-m&res qui correspondent a la sequence d'acides amines de 
PSK-a ont ete synthetises, marques avec [y - 12 P]ATP avec un kit de kination 

10 (Toyobo, Osaka), et utilises pour cribler la banque d'ADNc par hybridation sur 
plages h 25°C dans une solution qui contient 6X de citrate de sodium salin (SSC), 
20 mM de NaH 2 P0 4 , 0,4% de SDS, 5X de solution de Denhardt et 500 mg/1 
d'ADN de sperme de saumon. Les filtres ont ete lavds plusieurs fois avec 6X SSC 
et 0,1% SDS & 25°C pendant une heure. A titre de r^sultat, trois clones d'ADNc 

1 5 s'hybridaient avec les sondes. 

Les plasmides pBluescript qui contiennent les inserts positifs ont ete 
excises et introduits dans la souche SOLR de Escherichia coli. Les inserts sous- 
clonds ont ete s£quenc£s avec le kit de s£quengage Big Dye Terminator Cycle et 
l'analyseur g^netique PRISME ABI 310 (Applied Biosystems, Foster, CA) 

20 conform^ment aux protocoles du fabricant. Le rtsultat a montr£ qu'un clone 
d'ADNc code le prScurseur de phytosulfokine. L'ADNc ainsi obtenu est appeld 
OsPSK. 

Le r^sultat de Tanalyse de la sequence a r£veI6 que l'ADNc OsPSK 
avait une longueur de 725 paires de bases (pb). La sequence de bases de I'ADNc 

25 OsPSK est montree dans la sequence sup^rieure de Fig. 1 et dans la sequence n°. 2 
de la liste de sequences annexde. La sequence contient seize GA r£pet£s dans la 
region non traduite en 5' (Fig. 1 ligne pointillee). Le cadre de lecture ouvert etait 
long de 267 pb et code la pr^prophytosulfokine (pr£curseur du polypeptide PSK) 
consistant en 89 acides amines. La sequence d'acides amines de la 

30 pr£prophytosulfokine est montrde dans la sequence inferieure de la Fig. I et dans 
la sequence n°. 1 de la liste de sequences annex^e. La sequence de la Fig. 1 
sugg£re une masse moteculaire predite de 9,8 kDa et un point isodlectrique de 
6,48. Une region hydrophobe de 22 acides amines qui ressemblait h un peptide 
signal clivable a et6 trouvte & Textremite NH2-terminale de la 

35 pr£prophytosulfokine. Une telle structure de region hydrophobe est trouvee dans 
des pr£curseurs de peptides bioactif des animaux. La forme mature predite de la 
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pr6prophytosuJfokine contient un haut pourcentage d'acides amines charges (6% 
d'acide aspartique, 7,5% d'acide glutamique, et 6% de lysine) et est par 
consequent hydrophile. Parmi les 89 acides amines de la pr^prophytosulfokine, les 
acides amines 80 a 84 cedent PSK-a (Fig. 1 ligne double). 
5 Les tyrosines sulfates sont habituellement localisees dans les regions 

acides de proteines secretaires. Tous les sites qui ont ete caracterises dans les 
animaux contiennent des r^sidus acide aspartique et acide glutamique prfes de la 
tyrosine sulfatee. Les acides amines acides sont montres par des cercles dans la 
Fig. 1. D y a un r£sidu acide aspartique en position irnm^diatement NH2-terminale 

10 -1 par rapport a la premiere tyrosine de PSK, et deux ou trois r£sidus acides sont 
trouv^s entre -5 et +5 par rapport au premier ou deuxi&me rdsidu tyrosine dans 
PSK-ot, respectivement. Une telle caracteristique de la structure suggere que les 
r^sidus tyrosine pourraient etre sulfates par la sulfotransferase. Les sites de 
maturation supposes qui sont contigus k PSK sont conformes a la sequence 

15 consensus pour la peptidase V8, ce qui sugg&re que PSK pourrait etre obtenue par 
maturation prot€olytique h partir de la prdprophytosulfokine. Les sites de 
reconnaissance par la peptidase V8 sont indiquds par les fleches. Aucune 
homologie significative n'a ete trouvde entre TADNc et d'autres sequences dans 
les banques de donn£es d'ADN, h I'exception de plusieurs marqueurs de sequence 

20 du riz exprimds sans fonction connue. 

Pour confirmer que le g£ne OsPSK code effectivement PSK, des 
cellules Oc du riz ont 6l6 transform^es avec un ADNc d'OsPSK mute. Les ADNc 
mutes utilises pour la transformation sont con<jus pour produire de la PSK-a ou de 
la PSK-P mut€e ou la threonine, Iocalis6e h la quatrieme place du peptide, est 

25 remplacde par la serine. La PSK-a obtenue est appetee [Ser 4 ]PSK-a et la PSK-0 
est appelee [Ser 4 ]PSK~p. Les sequences de [Ser 4 ]PSK-a et [Ser 4 ]PSK~P sont 
presentees ci-dessous. 

[Ser 4 ]PSK-a: Y(S0 3 H)IY(S0 3 H)SQ 
30 [Ser 4 ]PSK-P: Y(S0 3 H)IY(S0 3 H)S 

Une amorce 22-m£re (5 -CATCTTGGGAGTAGATATAATC-30 a ete 
synthetis6e et utilisde pour obtenir PADNc de preprophytosulfokine mute decrit 
ci-dessus avec un kit de mutagenfese in vitro (Takara, Tokyo). Le plasmide pAct- 
35 nos/Hmz qui contient des g&nes de resistance k la kanamycine et a Fhygromycine 
pour la selection de transformants a ete employe comme vecteur binaire pour la 
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transformation de cellules Oc. L'ADNc de type sauvage ou mut£ concernant la 
serine a ete excise avec Sma I et Eco RV et \ns6r6 dans le site Sma I du vecteur. 
L'expression des genes chimeres 6tait sous le controle du promoteur de 1'actine du 
riz incorpor£ dans le vecteur binaire. Les constructions ont ete utilises pour 
5 transformer la souche dAgrobacterium LBA4404 par appariement triparenta] 
(proced£ de transfert d'un plasmide binaire de E. coli a Agrobacterium par co- 
culture de E. coli contenant le plasmide binaire, de E. coli auxiliaire contenant un 
plasmide auxiliaire (pRK2013) et de Torganisme receveur Agrobacterium), et la 
transformation de cellules Oc a mediation par Agrobacterium a 6t6 exdcutee. 

10 Les quantites de PSK-a et de ses analogues, Iib6r6es dans le milieu par 

la souche de type sauvage ou le transformant, ont ete mesur£es par analyse par 
chromatographic liquide/ spectrometrie de masse (CL/SM). Un milieu conditionn6 
(MC) obtenu k partir de cellules Oc de type sauvage ou transformees cultiv^es 
pendant 14 jours a 6t6 chromatographic sur une colonne de DEAE Sephadex A- 

15 25. Les PSK-a et PSK-P contenues dans les fractions de 800 et 1200 mM de KC1 
ont et£ adsorbees sur des cartouches Sep-PakVac, dluees avec de Tac^tonitrile k 
30% qui contient 0,1% d'acide trifluoroac£tique, et lyophilisees. Les spectres de 
masse ont 6i6 obtenus avec un spectrometre de masse VG Platform Quadruple® 
Fisons avec ionisation k electropulv£risation (ou electrospray) connect^ k un 

20 systeme de CLHP Jasco PU980. Les fractions qui contiennent les PSK ont 6x6 
dissoutes dans 200 fil d'eau et s£par£es sur une colonne de CLHP en phase inverse 
(4,6 x 250 mm) avec de Tacetonitrile k 10% qui contient 0,1% d'acide 
trifluoroacetique a 1,0 ml/min. Les ions pseudomoleculaires de PSK ont 6x6 
surveilles par balayage toutes les 1,9 s en mode de surveillance selectif a l'egard 

25 des ions. Les sequences d'acides amines des peptides ont ete determines par un 
sequenceur Applied Biosystems modele 490. 

Le r£sultat de Tanalyse quantitative d'analogues de PSK ex£cut£e par 
CL-SM comme decrit ci-dessus est montrS dans la Fig. 2. Dans la Fig. 2 les pics 
qui correspondent a [Ser 4 ] PSK-a (temps de retention 6,9 min), PSK-a (temps de 

30 retention 8,0 min), [Ser 4 ] PSK-P (temps de retention 9,0 min) et PSK-P (temps de 
retention 12,7 rnin) ont ete detects dans le liquide d'elution provenant du milieu 
condition^ des cellules Oc transgeniques contenant TADNc mute. En outre, les 
peptides contenus dans les fractions correspondantes ont 6x6 s6quenc£s et il a ete 
confirm^ qu'il s'agissait bien de [Ser 4 ] PSK-a et de [Ser 4 ] PSK-P, ce qui est en 

35 faveur de l'hypoth£se selon laquelle TADNc OsPSK code la pr^prophytosulfokine 
et PSK-P est un produit de degradation enzymatique de PSK-a. 
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En outre, TADNc OsPSK & €t€ introduit dans F orientation sens et dans 
F orientation antisens dans des cellules Oc avec le meme vecteur binaire. Puis les 
quantites de PSK-a et de PSK-P ont 6t6 analysees par CL-SM. Les cellules Oc 
temoins ou transformdes (0,8 g) ont ete plac^es dans 100 ml de milieu frais et les 
5 quantites de PSK-a et de ses analogues ont ete determines par analyse au bout 
d'une semaine de culture. 

Les rdsultats indiquds par la valeur moyenne de trois experiences 
ind^pendantes sont montres dans Tableau 1 avec les ^carts-types (unite de 
concentration nM). La PSK-a et la PSK-P accumulees dans le milieu conditionn£ 

10 du transformant sens dtaient 1,6 fois plus concentres que dans le temoin. 
Laugmentation de la secretion de PSK s'est rdvdlee etre due a V introduction du 
gene. Les quantites de PSK-a et de PSK-P accumulees dans le milieu conditionn6 
du transformant antisens etait inferieures k 60% du niveau temoin moyen, ce qui 
indique une baisse de la secretion de PSK. D'autre part, la quantite totale de 

15 [Ser 4 ]PSK-a et de [Ser 4 ]PSK-P etait dgale a 34% de PSK-a et de PSK-P de type 
sauvage seulement, ce qui suggfere que le remplacement d'acides amines peut 
diminuer Tefficacite de la maturation et/ou de la modification. 

Tableau 1. 

20 Accumulation de PSK dans du milieu conditionn£ par des cellules Oc temoins ou 

transgdniques 

type cellulaire PSK-a PSK-P [SER 4 ]PSK-a [SER 4 ]PSK-P 

t6moin 12,6+1,1 332,7+20,1 0 0 

25 antisens 7,3+0,4 175,8+15,4 0 0 

sens 21,0+1,9 555,7+31,1 0 0 

mutant [Ser 4 ] 11,5+0,9 302,5+15,8 3,1+0,3 105,2+8,9 

L'effet du g£ne OsPSK sur la proliferation cellulaire a 6t6 etudie. Le 
30 r£sultat a montr£ que les cellules transgeniques sens S2 se divisaient 
approximativement deux fois plus vite (Fig. 4) que le temoin (Fig. 3), tandis que 
les transformants antisens A2 ralentissaient leurs activity mitogenes cellulaires 
(Fig. 5). De plus, le fait de munir les transformants antisens de PSK-a permettait 
de retablir en partie leurs activites mitogenes (38-64%), ce qui indique que le g£ne 
35 OsPSK favorise la division des cellules veg&ales. 
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Puis la presence du g£ne incorpord dans les cellules transformees a ete 
confirmee par transfert de Southern (Fig. 6). Dans la Fig. 6, chaque piste indique 
les echantillons suivants : 

W: eau seulement 
5 N: cellules Oc du riz non transformees 

A1-A4: cellules transformees antisens 

S1-S4: cellules transformees sens 

P: vecteur d'expression seulement 

10 Dans la Fig. 6, une bande de 0,5 kb qui correspond au g&ne OsPSK 

incorpore a 6t6 identifiee dans les cellules transformees sens S1-S4 et dans les 
cellules transformees antisens A2. La bande de l,6kb qui correspond au gene 
OsRacJ endogene (gene de Tacrine du riz qui existe de manifcre endogene dans les 
cellules Oc et qui est utilise comme g&ne temoin du fait de son expression 
15 constitutive) a ete observee dans les cellules transformees sens et dans les cellules 
transformees antisens. 

La modification de l'expression du gfcne OsPSK qui se produit pendant 
la periode de culture a ete analysee par analyse par transfert de Northern executee 
par hybridation avec un ADNc de longueur integrale marque k 60°C. Dans la 

20 Fig. 7, la piste 1, la piste 2, la piste 3 et la piste 4 indiquent les resultats au bout de 
3 jours, 7 jours, 10 jours et 14 jours, respectivement. Les resultats dans la Fig. 7 
montrent que le g&ne OsPSK a ete exprime de fa?on continue dans les cellules Oc 
cultivees en fournissant PSK de mantere continue et a permis aux cellules de 
proliferer rapidement. Surtout, le g£ne OsPSK a ete exprime le plus abondamment 

25 au bout de 10 a 14 jours. L'expression du gfene OsPSK dans les cellules 
transformees a ete confirmee dans la Fig. 8. L'expression du gene OsPSK dans les 
cellules transformees sens de la piste 1 a augmente par rapport h celle des cellules 
non transformees (piste 3). D'autre part, l'expression dans les cellules 
transformees antisens diminuait (voie 2). De plus, la configuration de l'expression 

30 a ete examinee sur un plant de riz (Fig. 9). La configuration montree dans les 
pistes 1, 2, 3, 4, 5 indique les resultats pour la premiere feuille, la deuxteme 
feuille, rextremite de la pousse, la racine laterale et la racine de la graine, 
respectivement. Une expression significative du g£ne dans Textremite de la 
pousse et la racine de la graine et une expression moindre dans les feuilles sont 

35 montrees dans la Fig. 9. Ces resultats indiquent que les regions a croissance active 
presentent une expression abondante du g6ne OsPSK. 
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Finalement, une analyse par transfert de Southern a 6x6 ex£cut£e aprfes 
traitement avec differentes enzymes de restriction. Les enzymes de restriction 
utilisees pour le traitement enzymatique de la Fig. 10 etaient Bam HI (Ba), Eco RI 
(Ec), Xba I (Xb) et Xho I (Xh). De multiples petites bandes ont ete observes dans 
5 I'&hantillon traite avec EcoR I, ce qui indique que le gtnt OsPSK peut appartenir 
h une famille de g&nes multiples. Cependant, les multiples bandes qui s'hybrident 
issues de la digestion avec Eco RI ont pu etre attributes aux sites de restriction 
trouvts dans l'ADNc OsPSK. Pour le verifier, le transfert a ete teste de nouveau 
avec un fragment de 300 paires de bases provenant de Textremite 5 ' de l'ADNc 

10 OsPSK. Comme pr£vu, seule une bande (3,7 kilopaires de bases) s'est hybridee. 
Par consequent, il apparalt que la prtprophytosulfokine est cod£e par un seul gfcne 
et non pas par des genes multiples. 

Pour determiner si des homologues d' OsPSK sont trouv^s dans 
d'autres esp£ces vdgdtales, une analyse par transfert de Southern a 6t6 ex£cutee 

15 apr£s un traitement avec des enzymes de la restriction comme decrit dans la Fig. 
10. Les enzymes utilisees pour le traitement de la Fig. 1 1 Etaient Bam HI (Ba) et 
Eco RI (Ec), respectivement. Une analyse par transfert de Southern a 6t6 extcutee 
sur PADN gtnomique de quatre espfcces dont on sait qu'elles produisent PSK, k 
savoir Arabidopsis thaliana (colonne 1), Asparagus officinalis (colonne 2), 

20 Daucus carota (colonne 3), et Zinnia elegans (colonne 4). Des homologues 
& OsPSK ont ete d£tect£s dans les quatre esp&res comme montre dans la Fig. 1 1, 
ce qui indique que le g£ne OsPSK est conserve dans les monocotyledones et les 
dicotyledones. Par consequent, on suppose que 1'incorporation du gene OsPSK est 
efficace dans differentes especes de plantes. 

25 

Liste de sequences 

< 1 10> nom du demandeur: President de l'universite de Nagoya 

<120> titre de l'invention: polypeptide prtcurseur de phytosulfokine, g&ne le 
codant, cellule v£g£tale contenant ce g£ne et proctde pour stimuler la proliferation 
30 des cellules v£getales 

< 160> nombre total de sequences: 2 
<210> sequence n°. 1 

< 21 1> longueur de la sequence: 89 acides amines 

< 212> type de sequence: acides aminds 

35 < 213> organisme : cellule Oc de Oryza saliva L. 

< 400> sequence: 
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M VNPGRTAR A LCLLCLALLL LGQDTHSRKL LLQEKHSHGV GNGTTTTQEP SRENGGSTGS 60 
5 NNNGQLQFDS AKWEEFHTDY IYTQDVKNP 89 

<210> sequence n°. 2 

< 21 1> longueur de la sequence: 725 bases 

< 212> type de sequence: ADN 

10 < 213> organisme : cellule Oc de Oryza sativa L. 

< 400> sequence: 

GAAGAAGCAG CAGCAAAAAA GTTGATCAGT TAATTAGCAA GTGTGTTCTT CTTTCTTTTG 60 
GTGAGAGAGA GAGAGAGAGA GAGAGAGAGA GAGATCTCAG AATGGTGAAT CCAGGAAGAA 120 

15 CAGCTAGGGC ACTCTGCCTC CTATGCCTTG CTCTCCTCCT GCTAGGTCAA GATACCCATT 180 

CCAGGAAGCT CCTGTTGCAG GAGAAGCACA GCCATGGCGT CGGCAACGGC ACAACCACCA 240 

CCCAGGAACC AAGCAGAGAG AATGGAGGAA GTACAGGTTC CAATAACAAT GGGCAGCTGC 300 

AGTTTGATTC AGCCAAATGG GAAGAATTCC ACACGGATTA TATCTACACC CAAGATGTCA 360 

AAAACCCATA ATGGCTGTTC ATTTATGATT TGAACTAGTA CTAGTAGCTT ATACCTTCTG 420 

20 CGCGTCTTTT GTTCGTTTGG AGAGGGGATT TTCTTGGGAT TTAGCATATG AACTAATTAA 480 

ATTAAATCCC AGGCAAATCC CACTCAGCCC ATTTTGTGCA GAAGTTCTCA CTGTGCACTG 540 

TATAATTATT TAGTCATACA CAACTACTCC TGGTAACTAC TCCTATCTTC GATGAATTTT 600 

CTGGTTTTGC CAGACCTGAC AATAGTCCAG TAGCATGCAG TACCCTCTCA GAATCCCTGT 660 

AATTTTTAGC AAAAAAAAAA GGAAGAAAAG AAAAGAAGCT TCCCTACTAA AAAAAAAAAA 720 

25 AAAAA 10 * 
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REVINDICATIONS 



1. Polypeptide precurseur de phytosulfokine caracteris£ en ce qu'il 
consiste (a) en un polypeptide ayant la sequence des acides amines 1 a 89 dans la 

5 sequence n°. 1 de la liste de sequences, ou (b) en un polypeptide ayant une 
sequence d' acides amines qui a plus de 40% d'homologie avec la sequence dudit 
polypeptide (a), ledit polypeptide etant soumis & une maturation et sulfate sur les 
r£sidus tyrosine de ladite phytosulfokine dans une cellule v£g£tale pour que la 
phytosulfokine dont les r£sidus tyrosine sont sulfates soit s6cr6t6e et puisse 
10 stimuler la proliferation de ladite cellule vegetale. 

2. Gene caracteris£ en ce qu'il code le polypeptide precurseur selon la 
revendication 1. 

3. Gene selon la revendication 2 caracteris£ en ce qu'il consiste en une 
sequence de bases parmi la sequence des bases 1 a 725 dans la sequence n°. 2 de 

15 la liste de sequences et une sequence de bases qui s'hybride avec la sequence de 
bases pr£c£dente dans des conditions stringentes. 

4. Cellule vdgetale transg£nique caracferis£e en ce qu'elle comprend le 
g&ne selon Tune quelconque des revendications 2 et 3 incorpore dans la cellule 
pour stimuler la proliferation de ladite cellule. 

20 5. Procdde pour stimuler la proliferation d'une cellule vdgdtale 

caract£ris£ en ce qu'il comprend T incorporation du g£ne selon l'une quelconque 

des revendications 2 et 3 dans ladite cellule vegetale. 

6. Procede pour produire une cellule vegetale transg^nique caracferisd 

en ce qu'il comprend 1' incorporation du g£ne selon Tune quelconque des 
25 revendications 2 et 3 dans une cellule vegetale pour stimuler la proliferation de 

ladite cellule v£g£tale. 
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FIG. 1 



GMGMGCAGCAGCAAAAMGnGATCAGnMmGCAAGTGTGnCTTCmCTTTTG 60 

GTGiaGAGAGAGA£AGJG^ 1 20 

' ' ' M V N P G R T 7 

CAGCTAGGGCACTCTGCCTCCTATGCCTTGCTCTCCTCCTGCTAGGTCAAGATACCCATT 1 80 

ARALCLLCLALLLLG Q D T H S 27 

CCAGGAAGCTCCTGTTGCAGGAGAAGCACAGCCATGGCGTCGGCAACGGCACAACCACCA 240 

RKLLLQEKHSHGVGNGTTTT 47 

CCCAGGAACCAAGCAGAGAGAATGGAGGAAGTACAGGTTCCAATAACAATGGGCAGCTGC 300 

QEPSRENGGSTGSNNNGQLQ 67 

AGTTTGATTCAGCCAAATGGGAAGAATTCCACACGGATTATATCTACACCCAAGATGTCA 360 

F®SAKW©©FHT I Y T Q K 87 

AAMCCCATMTGGCTGTTCATTTATGATTTGAACTAGTACTAGTAGCTTATACCTTCTG 420 

N P *. 89 

CGCGTCTTTTGTTCGTTTGGAGA(KJGGATTTTCnGGGATTTAGCATATGMCTMTTAA 480 

ATTAMTCCCAGGCAAATCCCACTCAGCCCATTTTGTGCAGAAGTTGTCAGTGTGCACTG 540 

TATMTTATTTAGTCATACACAACTACTCCTGGTAACTACTCCTATCTTCGATGMTTTT 600 

CTGGTTTTGCCAGACGTGACAATAGTCCAGTAGCATGCAGTACCCTCTCAGAATCCCTGT 660 

MTTTTTAGCAAAAAAAAAAGGAAGAAAAGAAAAGAAGCTTCCCTACT-Po 1 y (A) 725 
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SITE DE RECONNAISSANCE DE LA PROTEASE V8 
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FIG. 6 
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FIG. 10 
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